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ABSTRAK 
Daun kratom (Mitragyna speciosa Korth.) merupakan tumbuhan obat yang memiliki kandungan 
senyawa flavonoid, terpenoid, alkaloid, dan saponin. Penelitian ini dilakukan untuk menentukan 
aktivitas sitotoksik dari metabolit sekunder yang terkandung di dalam daun kratom terhadap sel 
kanker payudara T47D dan mengetahui karakteristik senyawa yang berperan dalam aktivitas 
sitotoksik tersebut. Penelitian dilakukan dengan beberapa tahapan yaitu maserasi, partisi, dan 
kromatografi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi diklorometana mempunyai nilai IC50 
sebesar 238,34 µg/mL dan isolat mempunyai nilai IC50 sebesar 159,66 µg/mL, yang tergolong 
ke dalam sitotoksik moderat dan dapat digunakan sebagai kemoprevensi. Analisis 
spektrofotometer UV-Vis terhadap isolat menunjukkan adanya serapan maksimum pada λ 318, 
302 dan 284 nm dengan transisi elektronik n→π*, n→σ*, dan π→π*. Spektrum IR menunjukkan 
serapan pada bilangan gelombang 3054 cm -1 (OH), 2987 cm-1 (C-H alifatik ulur), 1601 cm-1 
(C=O), 1496-1421 cm-1 (cincin aromatik) dan 1264 cm-1 (C-O-C), sedangkan analisis 1H-NMR 
(CDCl3, 500 MHz) pada pergeseran kimia δ 6,5 – 7,7 ppm merupakan sinyal dari proton yang 
terikat pada gugus aromatik. Berdasarkan analisis spektroskopi dan uji fitokimia, diketahui 
bahwa isolat yang diperoleh termasuk senyawa golongan fenolik. 
 
Kata kunci : Mitragyna speciosa, sitotoksik, sel kanker T47D, fenolik 
 
 
PENDAHULUAN 
     Menurut WHO (World Health Organization), pada tahun 2015 terdapat 9 juta orang yang 
meninggal akibat kanker dan kanker payudara termasuk salah satu penyebab kematian 
tersebut. Oleh karena tingginya angka kematian akibat kanker, maka telah dilakukan berbagai 
pengobatan terhadap penyakit kanker ini seperti operasi, radiasi ataupun kemoterapi tetapi 
pengobatan ini belum bisa menyembuhkan kanker, bahkan apabila dilakukan operasi dan 
terjadi kegagalan, maka sel kanker akan semakin menyebar dan mengganggu fungsi tubuh 
yang lain (World Health Organization, 2015). 
     Hal ini mendorong para peneliti untuk mengembangkan obat yang dapat menjadi solusi 
pengobatan kanker. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan selama ini, penggunaan 
bahan alam, khususnya tumbuhan sebagai obat dapat dijadikan solusi dalam pengobatan 
kanker (Musfiroh et al., 2011; Rahmawati et al., 2013). Salah satu tumbuhan yang dapat 
digunakan sebagai alternatif pengobatan kanker yaitu daun kratom (Mitragyna speciosa Korth.). 
Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh Kapp et al. (2013), daun kratom mengandung 
senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, fenol, dan triterpenoid. Senyawa-senyawa tersebut 
termasuk senyawa sitotoksik sehingga daun kratom berpotensi untuk digunakan sebagai obat 
antikanker (Rahmawati et al., 2013). Pernyataan ini juga didukung oleh Cinosi et al. (2015), 
dimana dinyatakan bahwa daun kratom memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker SH-
SY5Y. Saat ini, penelitian tentang aktivitas sitotoksik dari daun kratom terhadap sel kanker 
payudara T47D masih belum ditemukan publikasinya. Berdasarkan hal tersebut, maka pada 
penelitian ini dilakukan isolasi senyawa dari fraksi diklorometana daun kratom, kemudian dari 
senyawa yang ditemukan akan diuji aktivitas sitotoksiknya terhadap sel kanker payudara T47D. 
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METODOLOGI PENELITIAN 
Alat dan Bahan 
     Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu batang pengaduk, blender, bulp, cawan 
petri, chamber untuk kromatografi lapis tipis, corong kaca, corong pisah, gelas beaker, gelas 
ukur, pipet tetes, pipet ukur, spatula, neraca analitik, wadah maserasi, rotary evaporator, 
seperangkat alat kromatografi kolom, spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu), spektrometer IR 
(Varian), dan spektrometer NMR (Jeol, 500 MHz). 
     Bahan-bahan yang digunakan adalah daun kratom, akuades (H2O), besi (III) klorida (FeCl3) 
1%, diklorometana (CH2Cl2), etil asetat (C4H8O2), metanol (CH3OH), n-heksana 
(CH3(CH2)4CH3), reagen Dragendorff, reagen Liebermann-Burchard, reagen MTT, serium sulfat 
(Ce(SO4)2), plat KLT aluminium (silika gel 60 F254), serbuk MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid), sel kanker payudara T47D, silika gel 60 F254 (230-400 mesh), silika 
gel 60 F254 (70-230 mesh), dan sodium duodechyl sulphate (SDS). 
 
Prosedur Kerja 
Preparasi sampel 
     Sampel daun kratom diperoleh dari Kabupaten Kapuas Hulu, Kalimantan Barat. Sampel 
telah dideterminasi di laboratorium sistematik tumbuhan Fakultas Biologi Universitas Gadjah 
Mada Yogyakarta. Sampel dibersihkan, dipisahkan dari tangkainya, dan dikeringanginkan. 
Sampel yang telah kering dihaluskan hingga menjadi serbuk. 
 
Ekstraksi dan fraksinasi 
     Serbuk halus daun kratom sebanyak 2 kg diekstraksi menggunakan teknik maserasi selama 
24 jam dan 48 jam. Hasil maserasi disaring dan dipekatkan dengan rotary evaporator.  
     Ekstrak kental metanol difraksinasi menggunakan metode partisi cair-cair. Partisi dilakukan 
secara bertingkat menggunakan pelarut n-heksana, diklorometana, dan etil asetat. Masing-
masing fraksi kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator. Ekstrak metanol dan fraksi 
hasil partisi kemudian digunakan untuk uji fitokimia dan uji sitotoksik terhadap sel kanker 
payudara T47D. 
 
Uji fitokimia 
     Uji fitokimia dilakukan menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT). Ekstrak metanol, 
fraksi n-heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil asetat, dan fraksi metanol ditotolkan pada plat 
KLT, kemudian dielusi menggunakan eluen terbaik. Plat KLT dikeringanginkan dan disemprot 
menggunakan reagen. Reagen Liebermann-Burchard digunakan untuk mendeteksi senyawa 
terpenoid dan steroid, reagen serium (IV) sulfat (Ce(SO4)2) untuk mendeteksi senyawa 
flavonoid, reagen Dragendorff untuk mendeteksi senyawa alkaloid, dan reagen besi (III) klorida 
(FeCl3) untuk mendeteksi senyawa fenolik. Plat yang telah disemprot dipanaskan di atas hot 
plate (Asha dan Ahirwar, 2015).  
     Uji fitokimia menggunakan plat KLT dilakukan untuk mengetahui adanya terpenoid, steroid, 
flavonoid, alkaloid, dan fenolik. Saponin diuji dengan cara melihat busa yang terbentuk setelah 
sampel direaksikan dengan akuades dan HCl (Harborne, 1987). 
 
Pemisahan dan pemurnian 
     Pemisahan senyawa dilakukan dengan teknik kromatografi. Fraksi diklorometana dianalisis 
terlebih dahulu pola nodanya menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT) untuk menentukan 
eluen yang akan digunakan saat melakukan kromatografi vakum cair (KVC).  
     Sebelum dilakukan KVC, sampel diimpregnasi terlebih dahulu dan kemudian difraksinasi 
dengan teknik KVC menggunakan fase diam yaitu silika gel 60 F254 (230-400 mesh). Kolom 
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kemudian dielusi berturut-turut menggunakan fase gerak n-heksana, diklorometana, etil asetat, 
dan metanol.  
     Fraksi yang diperoleh dari KVC kemudian dianalisis pola nodanya menggunakan KLT. 
Fraksi yang dipilih kemudian dipisahkan kembali menggunakan kromatografi kolom gravitasi 
(KKG) dengan fase diam yaitu silika gel 60 F254 (70-230 mesh). Tahapan selanjutnya yaitu 
sampel dielusi menggunakan diklorometana 100% dan etil asetat 100%. Eluat ditampung setiap 
5 mL dan dilakukan KLT kembali untuk melihat pola noda eluat hasil KKG. 
 
Uji kemurnian 
     Uji kemurnian terhadap isolat dilakukan dengan cara mengukur titik lelehnya serta 
menggunakan KLT satu dan dua dimensi. Eluen yang digunakan pada KLT satu dimensi yaitu -
n-heksana : diklorometana (1:1); diklorometana 100%; diklorometana : etil asetat (8:2); dan 
diklorometana : etil asetat (4:6). Eluen yang digunakan saat KLT dua dimensi yaitu 
diklorometana : etil asetat (8:2) dan etil asetat : diklorometana (8:2). Apabila kromatogram 
menunjukkan noda tunggal, maka isolat dapat dikatakan telah murni. 
 
Uji sitotoksik isolat 
     Isolat diuji aktivitas sitotoksiknya terhadap sel kanker payudara T47D menggunakan metode 
MTT. Metode ini didasarkan pada perubahan warna reagen MTT yang berwarna kuning 
menjadi kristal formazan berwarna ungu. Apabila terbentuk garam formazan, maka dilakukan 
pengukuran menggunakan Elisa reader pada panjang gelombang 595 nm (Rahmawati et al., 
2013). 
 
Karakterisasi isolat 
     Isolat dikarakterisasi senyawanya menggunakan spektrofotometer UV-Vis, spektrometer IR, 
dan spektrometer NMR. Karakterisasi dilakukan untuk mengetahui serapan, gugus fungsi dan 
posisi atom hidrogen pada isolat. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Ekstraksi dan Fraksinasi 
     Serbuk halus daun kratom sebanyak 2 kg diekstraksi menggunakan teknik maserasi selama 
24 jam dan 48 jam. Maserasi dilakukan secara berulang agar lebih efektif dalam pengambilan 
senyawa metabolit sekunder di dalam sampel. Ekstrak metanol yang diperoleh dari maserasi 
yaitu sebanyak 591,22 gram.  
     Ekstrak metanol dilanjutkan ke tahap fraksinasi. Metode yang digunakan yaitu partisi cair-
cair. Tujuannya untuk memisahkan senyawa metabolit sekunder berdasarkan tingkat 
kepolarannya. Partisi terhadap ekstrak metanol menghasilkan fraksi n-heksana, fraksi 
diklorometana, fraksi etil asetat dan fraksi metanol. 
 
Uji Fitokimia 
     Berdasarkan hasil uji fitokimia, diketahui bahwa fraksi diklorometana positif mengandung 
senyawa terpenoid, steroid, alkaloid, fenolik, dan saponin.  
 
Uji Sitotoksik Ekstrak dan Fraksi Daun Kratom (Mitragyna speciosa Korth.) terhadap Sel 
Kanker Payudara T47D 
     Ekstrak dan fraksi daun kratom diuji aktivitas sitotoksiknya terhadap sel kanker payudara 
T47D menggunakan metode MTT. Hasil uji sitotoksik dapat dilihat pada Tabel 1.  
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Tabel 1. Data Uji Aktivitas Sitotoksik Ekstrak dan masing-masing Fraksi terhadap Sel Kanker 
Payudara T47D 
Nama Sampel 
Nilai IC50 
(μg/mL) 
Ekstrak Metanol 275,10 
Fraksi n-heksana 442,18 
Fraksi Diklorometana 238,34 
Fraksi Etil Asetat 179,46 
Fraksi Metanol 274,72 
       
     Berdasarkan hasil uji sitotoksik, dapat diketahui nilai konsentrasi hambat (IC50) dari masing-
masing sampel. Nilai IC50 menunjukkan konsentrasi suatu ekstrak atau sampel dalam 
menghambat proliferasi sel sebesar 50% (Rahmawati, 2013). Menurut Prayong et al. (2008), 
sitotoksisitas suatu senyawa dapat dikelompokkan menjadi tiga kategori yaitu sitotoksik 
potensial jika IC50 < 100 µg/mL, sitotoksik moderat jika 100 µg/mL < IC50 < 1000 µg/mL dan 
tidak toksik jika IC50 > 1000 µg/mL. Hasil uji sitotoksik tersebut menunjukkan bahwa ekstrak dan 
fraksi daun kratom termasuk ke dalam sitotoksik moderat terhadap sel kanker payudara T47D. 
 
Pemisahan dan Pemurnian 
Kromatografi Vakum Cair (KVC) 
     Fraksi yang diteruskan ke tahap pemisahan yaitu fraksi diklorometana. KVC dilakukan 
sebagai tahap awal pemisahan senyawa. Pemisahan dengan metode KVC dilakukan 
menggunakan bantuan pompa vakum. Eluen yang digunakan saat KVC yaitu diklorometana 
100%. Pola pemisahan menggunakan eluen diklorometana 100% dapat dilihat pada Gambar 1. 
 
   (a)  (b) 
Gambar 1. Profil KLT fraksi diklorometana dengan eluen diklorometana 100% pada UV 254 nm 
(a) dan UV 366 nm (b) 
      
Jumlah fraksi yang dihasilkan dari KVC ini yaitu 35 fraksi. Tiap fraksi dikeringanginkan dan 
dianalisis pola pemisahannya menggunakan KLT. Fraksi yang memiliki pola noda sama 
kemudian digabungkan dan ditimbang. Massa dari tiap fraksi dapat dilihat pada Tabel 2. 
 
Tabel 2. Massa Fraksi Hasil KVC 
Hasil 
Gabungan 
Fraksi Massa (mg) 
FD1 1-8 40,4 
FD2 9-10 41,1 
FD3 11-16 243,6 
 FD4* 17-25 454,5 
FD5 26-35 5476,3 
Keterangan: * = fraksi yang dilanjutkan 
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Berdasarkan kuantitas dan pola pemisahannya, maka FD4 dilanjutkan ke tahap kromatografi 
kolom gravitasi (KKG). 
 
Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG) 
     Pemisahan menggunakan KKG dilakukan pada FD4. Elusi dilakukan menggunakan eluen 
diklorometana 100% karena eluen tersebut menghasilkan pemisahan yang lebih baik.  
     Setiap hasil KKG ditampung di dalam botol vial sebanyak 5 mL. Total fraksi yang diperoleh 
dari KKG yaitu 90 fraksi. Fraksi dikeringanginkan dan dianalisis pola nodanya menggunakan 
KLT.
     Berdasarkan hasil KLT, maka isolat gabungan 21-30 (FD4.4) dipilih dan dimurnikan dengan 
cara rekristalisasi. Tujuan rekristalisasi untuk menghilangkan pengotor dan membentuk kristal 
yang lebih murni. Isolat FD4.4 yang telah direkritalisasi kemudian diuji kemurniannya dengan 
melihat titik leleh serta uji menggunakan KLT satu dan dua dimensi. 
 
Uji Kemurnian 
     Uji kemurnian dilakukan untuk mengetahui tingkat kemurnian isolat. Berdasarkan uji titik 
leleh menggunakan apparatus melting point Fisher John, diperoleh titik leleh isolat yaitu 
sebesar 135⁰-139⁰C dan berdasarkan hasil KLT satu dan dua dimensi, diketahui bahwa isolat 
masih memiliki tailing. Hal ini menunjukkan bahwa isolat masih belum murni. 
 
Uji Sitotoksik Isolat FD4.4 terhadap Sel Kanker Payudara T47D 
     Hasil uji aktivitas sitotoksik isolat menunjukkan nilai IC50 isolat sebesar 159,66 µg/mL. Nilai 
IC50 isolat ini lebih baik dibandingkan nilai IC50 fraksi diklorometana (sebesar 238,34 µg/mL). 
Hal ini menunjukkan bahwa isolat memiliki aktivitas sitotoksik yang lebih baik daripada fraksi 
diklorometana.  
     Aktivitas sitotoksik FD4.4 tergolong ke dalam sitotoksik moderat (Prayong et al., 2008). 
Berdasarkan sifat sitotoksiknya, maka isolat FD4.4 dapat digunakan sebagai kemoprevensi 
terhadap sel kanker payudara T47D.  
 
Karakterisasi Isolat  
     Isolat FD4.4 dikarakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis, spektrometer IR, dan 
spektrometer NMR. Spektrum UV isolat FD4.4 dapat dilihat pada Gambar 2. 
 
Gambar 2. Spektrum UV Isolat FD4.4 
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     Berdasarkan spektrum UV isolat FD4.4, terdapat beberapa absorbansi maksimum yaitu pada 
λ 318 nm, 302 nm dan 284 nm. Transisi elektronik yang terjadi pada rentang panjang 
gelombang 200-400 nm adalah π→π*, n→σ*, dan n→π*. Pada panjang gelombang maksimum 
318 dan 302 nm, terjadi transisi elektronik n→π* dan n→σ* yang menunjukkan adanya 
kromofor C=O. Pada panjang gelombang maksimum 284 nm, menunjukkan transisi elektronik 
π→π* yang menunjukkan adanya kromofor C=O dan C=C. Isolat FD4.4 juga dikarakterisasi 
menggunakan spektrometer IR. Spektrum IR isolat FD4.4 dapat dilihat pada Gambar 3. 
 
Gambar 3. Spektrum IR Isolat FD4.4 
      
     Data spektrum IR memperlihatkan bahwa terdapat serapan melebar pada daerah 3054 cm-1 
yang diduga sebagai serapan ulur dari gugus -OH. Pita serapan ini menunjukkan bahwa isolat 
FD4.4 mengandung gugus -OH. Pita serapan pada bilangan gelombang 2987 cm
-1 dengan 
bentuk pita tajam dan intensitas sedang merupakan uluran C-H alifatik. Serapan 1601 cm-1 
menunjukkan adanya C=O karbonil. Serapan pada bilangan gelombang 1496-1421 cm-1 
dengan bentuk pita tajam dan intensitas lemah menunjukkan adanya C=C (cincin aromatik). 
Pada bilangan gelombang 1264 cm-1 menunjukkan serapan gugus C-O-C eter.  
     Selain analisis UV-Vis dan IR, isolat FD4.4 juga dikarakterisasi menggunakan spektrometer 
1H-NMR. Interpretasi ini lebih diutamakan pada sinyal-sinyal proton yang menunjukkan bahwa 
isolat merupakan senyawa golongan fenolik. Salah satu ciri senyawa golongan fenolik yaitu 
adanya gugus aromatik yang mengikat gugus –OH. Spektrum 1H-NMR isolat FD4.4 
menunjukkan adanya sinyal proton pada perseseran kimia 6,5 – 7,7 ppm yang merupakan ciri-
ciri proton terikat pada gugus aromatik.  
     Sinyal proton aromatik yang muncul pada isolat dibandingkan dengan sinyal proton aromatik 
senyawa quercetin pada Asperula arvensis L. (family Rubiaceae). Isolat menunjukkan adanya 
pergeseran kimia pada δ (ppm): 6,58 (1H, d), 7,02 (1H, d), 7,50 (1H, d), dan 7,68 (1H, d). Hasil 
perbandingan pergeseran kimia proton aromatik menunjukkan adanya kemiripan antara isolat 
dan senyawa quercetin yang merupakan senyawa golongan flavonoid (Guvenalp dan 
Demirezer, 2005). 
      Berdasarkan analisis spektroskopi tersebut, isolat diprediksi merupakan senyawa golongan 
fenolik, khususnya flavonoid. Prediksi senyawa golongan fenolik juga didukung oleh uji fitokimia 
isolat menggunakan reagen serium (IV) sulfat dan FeCl3. Hasil uji fitokimia isolat menunjukkan 
bahwa isolat merupakan senyawa golongan fenolik. 
 
SIMPULAN 
     Berdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa isolat FD4.4 menunjukkan nilai IC50 sebesar 
159,66 µg/mL, yang menunjukkan bahwa isolat bersifat sitotoksik moderat terhadap sel kanker 
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payudara T47D. Analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis menunjukkan adanya serapan 
maksimum pada λ 318, 302 dan 284 nm. Spektrum IR menunjukkan serapan pada bilangan 
gelombang 3054 cm-1 (OH), 2987 cm-1 (C-H alifatik ulur), 1601 cm-1 (C=O), 1496-1421 cm-1 
(cincin aromatik) dan 1264 cm-1 (C-O-C), sedangkan berdasarkan spektrum 1H-NMR, 
menunjukkan adanya sinyal pada pergeseran kimia 6,5 – 7,7 ppm yang membuktikan adanya 
gugus aromatik. Berdasarkan analisis spektrum tersebut, diprediksi bahwa isolat yang diperoleh 
merupakan senyawa golongan fenolik. 
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